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摘要:在实验室模拟缢蛏生长环境 ,研究结构、性质不同的两种典型有机磷农药(OPs)乐果和三唑磷对滩涂养殖生物缢蛏的毒性效应 , 通过电
镜观察乐果和三唑磷对缢蛏消化腺超微结构的影响.结果发现 ,乐果和三唑磷对缢蛏消化腺超微结构的影响相似 ,主要表现在对腺细胞的细胞
核和各种细胞器(如线粒体 、内质网 、高尔基体)的伤害.主要病变为:细胞核变形 ,核膜或凸起或凹陷 ,染色质发生凝聚或边缘化;线粒体肿大 ,
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Ab stract:Th e toxic effects of tw o typ ical organophosphorous pes ticides (OPs), d im ethoate and triazophos, on S inonova cu la con stricta (Lam arck) living
in the in tertid al sed im en tw ere investigated in this study. S. constricta w ere cu ltu red in the laboratory sim u lating the razor living su rround ing. S amp les
w ere taken at 14d after exposed to OP s. The con cen trations ofOPsw ere d eterm in edw ithGC. U ltra-structu re changes in digestive glandu lar epithelium of
S. con stricta w ere ob served w ith an electron m icroscope. The u ltra-structu re of d iges tive g land w as destroyed w hen exposed to dim eth oate and triazoph os.
Sym p tom s h ad p resented as lesions of nu clear, cellu lar organelles such asm itochond ria, rough endop lasm ic ret icu lum and Golgi app aratus. The nuclear
becam e m alform ed. The nuclear envelopesw ere either convex or con cave. And the ch rom atin becam e agg lom erated or on the edge. M itochondria sw elled
up, and th e cris tae of m itochond ria d isin tegrated p artly, som e com p lete ly and became transparen t electron ic den sity area. The rough endop lasm ic
reticulum sw elled up and ribosom e fell f rom the rough endop lasm ic reticu lum. The lam ina st ru cture sw elled up, d ilated, and app eared vacu olation or even
form ed large vacu olated area. The study p rovided pathologic and morphologic evidences for the toxic effects ofOPs onS. constricta.
Keywords:d im ethoate;triazoph os;S inonova cu la con stricta (Lamarck);d iges tive gland;u ltrastructu ral lesions
1　引言 (Introduction)
近年来 ,随着有机磷农药 (OPs)在滩涂养殖中






(Dutta, 1996;Li, 2001a、2001b;V ijayalakshm i, 1996;





超微结构的观察 ,研究 OPs对缢蛏的毒性效应 ,初
步揭示 OPs对贝类的中毒影响机制.
2　材料与方法(Mate ria ls andme thods)
2. 1　污染实验设计
缢蛏购自厦门龙海西边养殖区 ,生长周期为一
年. 壳长 4 ～ 6cm , 体重 4. 5 ～ 6. 5g. 三角褐指藻
(Phaeodacty lum tricornutum )在本实验室接种和培
养.培养液采用 f /2营养盐配方 (Siege lman, 1971),
培养温度 (20. 0 ±0. 5)℃;光照 4000 lx, 光暗比:
12h∶12h. 　
暂养 、驯养及实验用水均为天然海水 ,经沉淀 、
砂滤. 盐度为 23. 5‰ ～ 24. 5‰, pH为 8. 2,水温 21 ～
23℃.沉积物采自福建龙海西边缢蛏养殖区 ,剔除杂
物 ,磨碎 ,曝晒 ,过筛.
模拟缢蛏生长环境 ,首先将实验用沉积物放入
洁净的玻璃养殖箱 (50cm ×34cm ×40cm )中 ,然后
加入砂滤海水 ,搅拌均匀 ,平衡 24h后 ,再次更换清




按照乐果 96h LC50的 1‰设定乐果的毒理实验
浓度为 0. 1mg L
- 1
,按照三唑磷 96h LC50的 50‰设
定三唑磷毒理实验的浓度 ,为 0. 25mg L
- 1
,同时各
设平行组 ,和 1个空白对照组. 于染毒第 14d采样 ,
测定缢蛏体内 OPs的含量 ,并观察组织形态变化.
2. 2　缢蛏中 OPs残留的萃取
以反渗透水冲洗缢蛏外壳 , 取出软组织 ,用家
用食物搅碎机搅碎 、混匀 ,制成浆状鲜样 ,放入聚乙
烯塑料袋内 ,封口 ,速冻 ,待进一步处理.
将样品解冻 ,置于滤纸上使其表面冰冻的水吸
收.准确称取 10. 0g组织样品于 80mL离心管中.然
后依次加入适量无水硫酸钠 、0. 5mL(10mg L
- 1
)磷
酸三丁酯和 0. 1mL(10mg L
-1
)磷酸三苯酯. 加
15mL乙酸乙酯 ,用 B ranson超声波清洗器 (248W ,
美国 Sm ithK line公司 )超声波萃取 10m in ,于 3000
r min
- 1
离心 5m in,倾出上清液 ,残渣同上再萃取 1
次 ,合并 2次上清液 ,倒入装有无水硫酸钠的漏斗 ,
以少量乙酸乙酯洗涤漏斗 ,收集滤液于 50mL尖底
离心管中 , 于 40℃水浴中用氮气吹脱溶剂至约
0.5mL,用乙酸乙酯转移入样品瓶 ,定容至 1. 0mL,
气相色谱分析.为了考察超声波萃取是否会造成农
药的降解 , 取两种农药的标准样品 , 超声波萃取




谱柱 , 30m ×0. 25mm ,涂层厚 0. 5μm (美国 Supe lco
公司 );进样口温度为 250℃;火焰光度检测器
(FPD, 磷滤光片 )温度为 250℃, 氢气流速为 75
mL m in
-1
,空气流速为 100mL m in
-1
;载气为高纯







升温至 220℃,保持 1m in;再以
30℃ m in
-1
升温至 260℃,保持 6m in;三唑磷的保留
时间为 9. 96m in,替代物磷酸三苯酯的保留时间为
10. 24m in.
萃取液中乐果浓度的分析:柱箱起始温度
120℃,保持 1m in;再以 30℃ m in
- 1
升温至 270℃,
保持 6m in;乐果的保留时间为 6. 62m in,替代物磷酸
三丁酯的保留时间为 5. 58m in.
2. 4　电镜样品的制作与观察
OPs染毒的第 14d, 采样测定缢蛏体内 OPs的
含量.同时取乐果 、三唑磷污染的缢蛏解剖 ,仔细分
离出鳃和消化腺 ,取样时用解剖针挑出松散型的腺
上皮组织 ,避开导管和结缔组织.用 2. 5%的戊二醛
溶液在 4℃下固定保存 , 1%的锇酸溶液双固定 , 2%
的醋酸双氧铀块染 ,乙醇逐级脱水后 ,环氧树脂 618





染毒 14d后 , 0. 1mg L
- 1
的乐果暴露下 ,缢蛏体
内富集乐果浓度为 (0. 021±0. 002) μg g
-1
(湿重 ,






度为(0. 379±0. 031)μg g
-1
(湿重 , n =4),是水体
中三唑磷浓度的 1. 52倍.
由此看来 ,三唑磷的正辛醇-水分配系数 (K ow )










膜清晰可见 ,核中有异染色质 , 常染色质均匀附着
于核内膜 ,见图 1a;乐果暴露下:细胞核核膜溶解 ,
核内染色质明显固缩 ,染色质发生边缘化凝聚 ,见




(N:细胞核 ( nu clear);NE:核膜 (nu clear envelope);NU:核仁 (nucleolu s);RER:内质网 ( rough endop lasm ic reticu lum);M:线粒体
(m itochondria)(a.对照组(20x1, 000):正常的细胞核 ,形状规则 ,核膜 、染色质正常;b.乐果组 (20x1, 000):细胞核核膜溶解, 核内染色质明
显固缩 ,染色质发生边缘化凝聚;c.三唑磷组(20 x1, 000):细胞核变形, 核模或凸起或凹陷;核膜溶解 ,核内染色质明显固缩, 染色质发生严
重的边缘化凝聚. )
Fig. 1　E ffect of d im eth oate and t riazophos on nuclear of d igestive g landu lar ep ithelium in S. constricta(a. Contro l group(20x1, 000):Nuclear of
norm al form , norm al nuclear envelope and ch rom atin can be seen;b. Group exposed to dim ethoate(20 x1, 000):The nuclear envelopes d issolved, the
chrom atin becam e agglom erated and on the edge;c. G roup exposed to triazophos(20x1, 000):The nuclear became m a lformed. The nuclear envelopes
w ere either convex or concave. The nuclear envelopes d isso lved, and the chrom atin b ecam e agglom erated and on the edge. )
3. 2. 2　消化腺腺上皮细胞的各细胞器 (线粒体 、内
质网 、高尔基体 )的病理学变化 　对照组消化腺的
腺上皮细胞核周围有丰富的粗面内质网 ,内质网成
片层结构 ,其上附有丰富的核糖体. 线粒体近微绒
毛区分布 ,双膜结构明显 ,内嵴发达. 但未观察到高
尔基体 ,见图 2a.
在乐果和三唑磷暴露下 ,消化腺腺上皮细胞线
粒体膨胀 ,外膜水肿 ,嵴有轻微破坏 ,部分线粒体内
嵴完全瓦解 ,成为空洞 ,见图 2b、图 2c. 在三唑磷的
暴露下 ,从电镜照片可观察到粗面内质网病变的渐
近过程:从粗面内质网片层结构轻微水肿 ,有间隙
(轻微扩张 ),其上附着的核糖体部分脱落 ,见图 3d;
到初步囊泡化 ,其上附着的核糖体大量脱落 , 见图
3e;更严重者的囊泡化形成较大数量的囊泡区 ,膜破
碎或分解 ,出现大的空洞 ,称为内质网空泡变 ,同时
伴有线粒体肿胀 , 即为病理学上常说的 “浊肿 ”
(C loudy Sw e lling),见图 3.f而乐果对消化腺内质网
的影响虽也引起核糖体的脱落 ,片层结构水肿 ,出
现囊泡化等 ,却不似三唑磷对内质网的影响那样严
重 ,见图 3b、图 3c.
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图 2　乐果和三唑磷对缢蛏消化盲囊腺上皮细胞线粒体的影响( a.对照组(20x1, 000):线粒体近微绒毛区分布 ,双膜结构明显 ,内嵴
发达;b.乐果组(27 x1, 000):线粒体膨胀 ,外膜水肿 ,嵴有轻微破坏;c.三唑磷组(50 x1, 000):线粒体膜水肿 ,嵴减少 ,部分线粒体被破
坏 ,成为空洞. )
Fig. 2　E ffect of d im ethoate and triazophos on m itochondria of digestive g landu lar epithelium in S. constricta(a. Con trol group(20x1, 000):
M itochondria are abundant n ear the m icrovillu s section in the cytoplasm. Double-m emb rane structu re and th e cris tae can be seen clearly;b.
G roup exposed to d im ethoate(27x1, 000):M itochond ria sw elled up, and th e cris tae ofm itochond ria d is in teg rated ligh tly;c. Group exposed to
triazophos(50 x1, 000):M itochondria sw el led up, the cristae ofm itochond ria d isin tegrated part ly, som e disintegrated comp letely and b ecam e
tran sparen t e lectronic dens ity area. )
图 3　乐果和三唑磷对缢蛏消化盲囊腺上皮细胞内质网的影响( a.对照组(27x1, 000):粗面内质网非常丰富, 膜上附有许多颗粒状
的核糖体 ,细胞质中还有游离的核糖体;b. 乐果组①(40 x1, 000):粗面内质网上附着有核糖体 , 片层结构轻微水肿;c.乐果组②
(27x1, 000):粗面内质网上附着的核糖体大量脱落 ,片层结构水肿 ,出现囊泡现象;d.三唑磷组①(27 x1, 000):粗面内质网轻微水肿 ,
有间隙(扩张),其上附着的核糖体部分脱落;e.三唑磷组②(40x1, 000):粗面内质网片层结构水肿 ,并初步囊泡化 ,其上附着的核糖
体大量脱落;.f三唑磷组③(27 x1, 000):更大程度的扩张 、囊泡化形成较大数量的囊泡区 ,膜破碎或分解 ,出现大的空洞 ,并且出现非
常明显的间隙. )
Fig. 3　E ffect of d im ethoate and triazophoson RER ofd igest digestive glandu lar ep ith elium inS. con stricta(a. Contro lgroup(27x1, 000):The
RER wh ich a lo t of ribosom e adhere to w ere abundan t in the cytop lasm. S om e d issociative ribosom e can be seen in the cy top lasm;b. Group
exposed to d im ethoate①(40 x1, 000):The ribosom e can be seen to adhere to the RER. The lam ina s tru ctu re of RER sw elled ligh tly;c. Group
exposed to dimethoate②(27x1, 000):The ribosom e fe ll from th e RER obvious ly. The lam ina structu re of RER sw elled up, and b ecam e
vacuo lated;d. Group exposed to triazophos①(27x1, 000):The RER sw elled light ly, and ribosom e partly fell from th e RER;e. G roup exposed
to triazophos②(40 x1, 000):The lam ina structu re of RER sw elled up, di lated, and app eared vacuo lation. The ribosom e fe ll from the RER
obviou sly;.f G roup exposed to triazophos③(27x1, 000):The lam ina structu re of RER sw elled up serious ly, di lated to form vacuolat ion or









下 ,细胞核核膜水肿 ,甚至溶解 ,核内染色质明显固
缩 ,染色质发生边缘化凝聚. 这与很多文献报道的
结果一致 ,如 A reechon等 (1990)报道用马拉硫磷处
理斑鮰 (Ictalurus punctatus)后 ,肝细胞呈现囊泡化;
M edda等 (1992)发现磷胺胁迫下 , 南亚野鲮
(Labeoroh ita)出现肝细胞液泡化和细胞核膨大现
象;Pa til等 (1992)也发现 ,久效磷染毒后 ,使大弹涂
鱼 (B oleophtha lmus dussum ieri)的肝细胞膜破裂. 另
外 ,魏渲辉 (2002)报道了久效磷暴露后 ,美国红鱼
(S ciaenops ocella tus)肝组织细胞水肿 ,细胞界限模
糊 ,细胞膜出现大量溶解 ,细胞质出现囊泡化 ,有的
细胞核变形 ,与本实验现象很相似. 但是 Du tta等
(1993)报道的马拉硫磷对鲶鱼 (Icta lurus nebulosus)
肝脏的毒性作用略有差别 ,马拉硫磷对鲶鱼肝脏的
影响主要表现为:细胞收缩 、核固缩 ,肝细胞甚至坏





胞器(线粒体 、内质网 、高尔基体 )的影响
三唑磷和乐果染毒后 ,缢蛏消化腺腺上皮细胞
线粒体的肿胀 、破坏 ,以及粗面内质网的水肿 、空泡
变 ,均反映了 OPs的毒性效应. 相关研究也表明 ,细
胞器的破坏是生物对毒物的常见响应 ,如张凤君等
(2002)报道 PCB s暴露后 , 斑马鱼 (Brachydan io
rerio)、剑尾鱼 (X iphophorus helleri)的肝细胞线粒体
出现肿大 ,嵴脱落 ,出现空洞. OPs暴露后 ,鱼和虾消
化腺细胞超微结构的变化也有类似本实验的缢蛏
的现象.如 Balint等 (1995)发现 ,扑杀磷染毒后 ,鲤
鱼 (Cyprinus carpio)肝细胞超微结构发生了明显的










综上所述 , OPs对鱼类 、甲壳类 、贝类消化腺超
微结构的影响在很大程度上有相似性 ,均造成细胞
















胞器是粗面内质网 , 其次是线粒体. 该实验结果从
病理形态学方面证明了 OPs对缢蛏的毒性效应.
2)结合组织病理变化和贝类组织器官内 OPs
含量的化学分析 ,研究 OPs对缢蛏的毒性效应 ,可
初步揭示 OPs对贝类的中毒影响机制.
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